Capitulo 1
1.-Introducciény

Orientado a Laboratorios Consideraciones
de Control de Calidad. ) g Practicas en
HPLC/UHPLC

Objetivos:

* Introduccion parametros Test
|doneidad (’System Suitability”).

* Buenas Practicas para evitar

e
_ problemas en U/HPLC.

A ) i
Q Idea / Recomendacion practica.

TS  “Troubleshooting”
- Agilent, WTC-Barcelona

1220 Infinity 1260 Infinity 1290 Infinity Agilent Technologies

Especialista Productos UHPLC/MS

| M ————
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Capitulo 1 !masterclass
Agenda Detallada Curso U/HPLC
Orientado a Laboratorios de Control de Calidad

1. Introducciony Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:

1.1.- Introduccion teodrica a los parametros basicos en U/HPLC: cap. 1 pg. 3
 Ecuacion de Van Deemter.
« Eficiencia en la separacion, Resolucion, Simetria, Factor de retencién, Selectividad,...
» Conceptos volumen muerto del sistema, volumen de retardo.

1.2.- Consideraciones Practicas y “Troubleshooting” en U/HPLC: cap. 1 pg. 22
* Preparacion y Seleccion de la Fase Movil.
» Acondicionamiento HPLC y Columna.
» Preparacion de la Muestra. cap. 1 pg. 30

» Consideraciones en la Inyeccion. Charla

|:> Julian Delamata

» Trabajo con Gradientes de Concentracion. cap. 1 pg. 47
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Agenda Curso U/HPLC . Capitulo 1

1. Introduccion y Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:

1.1.- Introduccion teorica a los parametros basicos en U/HPLC.
» Ecuacion de Van Deemter.
» Eficiencia en la separacion, Resolucion, Simetria, Factor de retencion, Selectividad,.

« Conceptos volumen muerto del sistema, volumen de retardo,....
masterclass

Agilent 1200 Infinity Series

Infinitely better
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Introduccion: el Objetivo de la Cromatografia

Columna

Inyector —)I I E
o JAWAN

Conseguir separar todos los componentes de la muestra
con la minima dispersion de la banda cromatografica,
para conseguir la maxima eficacia y capacidad de
separacion de picos cromatograficos.

Detector

=

« La eficacia se mide en platos teoricos (‘n° de saltos” del analito entre fase
movil y fase estacionaria).

« La eficacia de la columna esta relacionado con el concepto de
Altura Equivalente de Plato Teorico (HEPT o H): H,, = L,/N

(mm columna necesarios para 1 “salto” del analito entre fase movil y fase estacionaria).
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Optimizacion del Flujo de Fase Movil. Ecuacion
Van Deemter: Inverso Eficacia “ vs” Flujo

1-Q -0 0.

u Diffusion Path Deviations
H Sum Curve: Van Deemter _

into pores of particle

1/N

Porous Particles

R Static Mobile Phase

Resistance to Mass Transfer ***

T Plate Height H: HEPT

min... ............

Eddy Diffusion* W

. . . . "ok
: B Lonq ItUdInaI d IfoSIOn Different Paths, Particle Size
u : Linear Velocity u Distribution, Packing Quality,..

opt
* Peak Broadgning due to the A term reduces proportionally with Dp
** Peak Broadening due to the B: at low velocity, time in mobile phase is longer, diffusion decreases N, increasing H.  More concentrated

band of sample diffuses more rapidly than a less concentrated band under the same conditions
*** Peak Broadening due to the C term:  1.-at higher velocity, solutes undergo fewer transitions, N is smaller, H is larger
2.-reduces proportionally with D2
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Efecto del Tamano de Particula en |la Eficacia.
HPLC vs UHPLC: Grafico Van Deemter

/ Diametro Columna & Espesor Film (GC)

0.0045
souso It EFICACIAAFLUJOS OPTIMOS Van Deemter Curves
Particula H_min HPLC
0.0035 Sum 9,1 uym
3,5 um 5,8 um
! 00030 f} 1,8 um 3,7 um Y25 Uitra Fast LC
0.0025 N(1.8pm) = 2.5 x N(5um) o~
1.6 x Rs(5um) ! m

0.0020

‘ GC: Diam. col. cap. ﬁN

0.0015 .
Espesor film f.estac.

HETP (cm/plate)

\
I
35um
I

0.0010

EFICACIA

0.0005 : 1.8um & O Poroshell 120

} LI 260,740 N/m @ 2 mi/min mér

+ -0.0005

0.0

Interstitial Linear Velocity (ue-cma’sec)

T.M.: Sub Two Microns
Columnas: ZORBAX Eclipse XDB-C18

Dimensiones: 4,6 x 50 mm (30 mm, 1,8 um) HPLC:EFICACIAA FLUJOS ALTOS:
Eluyente: 85:15 ACN: Agua - ISOCRATICO . ] B ] ]
Velocidades de flujo: 0,05 — 5,0 mL/min Particulasl,8 um a 5ml/min* dan mas eficacia
T :20°C

Mirgstra: 1,0 uL octanofenona en eluyente N(1.8um) =25X N(3.5um) =4x N(5um)

* 5ml/min con columnas 4.6mm - 1ml/min con columnas de 2.1mm D.l.
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Calculo de la Eficacia (n° de Platos Columna)

Método a mitad de la altura

50%

2
-
N = 5.545 < r ) European Pharmacopoeia (EUP)

Metodo de la Tangente: T,
T \2
N =16 f (USP, ASTM)
Wy

Inicio
Picos +FIinos (menor difusién) =» +Eficacia
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¢, Como se relaciona Resolucion (R)y Eficacia (N)?

ISOCRATICO:  Re=0.25 N2 (- 1)/ a) (k/(k+1)) ~ OBIETVO R,>15@r

1<k<10
N=f(L/ 2d,) EFICACIAY <—| l |—> RETENCION
Tamafio Particula del Relleno SELECTIVIDAD Poder Eluotrépico Eluyente
Longitud de la Columna : : % modificador Orgénico
Excesivos Volumenes Muertos (-) Fase Estacionariay Soporte J
Flujo pH Fase MOovil (si pH préximo a pK) k| K/k+l T.analisis
P . lucion d Modificador Orgéanico y su % 82 gg i'zxf
, y O X lo
ara mejorar resofucion de Aditivos Fase Movil 1 050  2xTo
Sy picos con k > 5 mejor T ’
- emperatura 2 0,67 3xTo
aumentar long. columna. Para 3 | 075 | 4xT
k <2 reducir “poder 4 080 5xTo
eluotropico” del eluyente 5 08  6xT
R, =f (ki[k+1]) 10 091 11xTo
20 0,95 21xTo
- . 1,00
Parametro % Mejora Incremento 0.90 | 20
Modificado Resolucién [Tiempo Analisis 0,801 //3 N
0,70
Long. x 2 40% X 2 Soenl /2 . !
ong 0% ¥ A La mejora de Resolucion
k: 0.5 =2 100% X 2 < 0401 ~C¥ es muy importante al
k' 5 =10 10% x 2 0301705 incrementar la retencion
- 0,20 —
~t2 El incrementar la retenciéon por encima de K’=5 010] 7 hasta k “ 5 )
apenas mejorara laresolucion. 0,00 e
RS= 2 (Tl'Tz) /( Wb1+Wb2) N= 5.54 ( Tr/ W50%)1/2 0 2 4 6 8 10 ‘ 12 14 16 18 20 22
a=(T,—T)/(T1—Tg) k=(T,=Tp) /Ty (antiguamente k) DISMINUCION 10% ORGANICO ===> K, = (26 3) x k;
* Para picos de tamafios muy distintos se recomienda R, > 2 ‘@" Log k =aprox fjeq(%00rganico)
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. Como se Calcula la Resolucion?

ty
|
i
':'| Método de la tangente (USP)
i 2(t,-1))
. R, =
Wy + W
. ot
:.4 ..................................................................................... ! : !
:.4 ................................................................................................................ }.
Wl W2 , :
Metodo a mitad altura (EUP):
t = tiempo de elucion R = 1.18 (t 2" tl)

W = anchura del pico en la base o al 50% S
g W, + Weo

La resolucion se mide como parte del test de idoneidad (USP)
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¢cComo se TS
Calcula el Factor de Cola o Factor de Simetria? \%
"""""" 'y Factor de Cola (USP)/ Factor \

| de Simetria (EUP): Relacion de la

anchura del pico, dividido por el doble
de la distancia desde el maximo del

I
I
I
I
I . . .
I | pico hasta el extremo izquierdo de
- 100% ) :
I I este, todas ellas medidas a una
: ; altura del 5%
! ! (@ +D)g
| : A, =
a | . | a
e A\ .
' | I’ ~. i 5% -+ A.>1.0= “tailing peak’
: I : """ * A.<1.0 = “fronting peak”
< ! £
2a
“Factor de Asimetria” (utilizado también en el a
pasado). Relacion de la anchura frontal y trasera del A=
pico, medidas a una altura del 5 0 10% b
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. CoOmo se

Calcula el Factor de Retencion k (/Capacidad K')?
(EUP/USP/ASTM)

. . . . t -1
= Tiempo de analito en fase estacionaria = R 0
Tiempo de analito en fase movil to
e e e eEea e E AN AR ea AN NA A ARAKANAEAREARANANARAREENEAHRAEEESMNERERES pl
I
I |
| L R I
I |
| !
| 0 ..... > |
I I
| A l
o |
: T,: tiempo muerto (tiempo retencion de un
.. compuesto NO retenido — no interacciona
Inicio con fase estacionaria)
Factor Retencion (k) = antiguo Factor Capacidad (K’) 1 (05) < k (< 10-20)
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. Como se Calcula la Selectividad?

Selectividad (a)

1:2_1:0

a =
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“Peak Capacity”: Capacidad de Separacién de
Picos |

» Capacidad de pico es el numero de picos que se pueden separar con una

determinada resolucion (ejemplo: R = 1), en un cierto periodo de tiempo para un sistema
dado (longitud de columna y tamafo de particula).

» Capacidad pico es otra medida de la eficacia de separacion y es especialmente util para
cromatogramas complejos.

5um
H 2 Picos

1

1.8
i _ C-j\ 3 Picos

e 1500 ‘ I 50% mas!!
S = 0
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Calculo de la
Capacidad de Pico

Ecuacion para Elucion Isocratica
: Factor de retencién para el ultimo pico

VN : Eficacia
I:)c = 1+ —— Ir][]—"'klast] : Minima Resolucién Requerida
4Rs (Separacion a linea de base =2 :R, =1.5)
. Capacidad de Pico

: Capacidad de Pico
: Tiempo de Gradiente
: Ancho de Pico

w esta influenciado por N
N depende de la longitud de la Columna y su tamafio de particula
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Agenda Curso U/HPLC . Capitulo 1

1. Introduccion y Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:
1.1.- Introduccion teorica a los parametros basicos en U/HPLC.

« Conceptos volumen muerto del sistema, volumen de retardo,....
masterclass

Agilent 1200 Infinity Series

Infinitely better
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Volumen Muerto
del Sistema

Volumen Muerto del sistema (“Dead volume”)

* Volumen /tiempo que una muestra NO retenida ha de recorrer desde el
inyector hasta llegar al detector.

Y = VO valvulas+conectores + VO capilares + VO columna + VO celda detector (+ Vinyeccién)

« El volumen muerto contribuye a aumentar la dispersion/ensanchamiento de la
banda cromatografica = disminuira la eficacia de la separacion.

« El volumen de inyeccion también contribuye a la dispersion de la muestra si el
disolvente de la misma tiene poder eluotrépico (/de elucion).

0 sistema

TS

Dispersion =>»Menor Sensibilidad
>

=>Menor Resoluciéon

% Volumen muerto (conexiones + celda detector) < 0.02 x V;, .oymna S0.1XV

Dispersion debida a un capilar de conexion , T .-r‘t F-L
Ecuacion de Aris-Taylor Gleichung o =—>=

24.D_
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Influencia del Volumen Muerto del Sistema
en la Resolucidon

Columnas mas pequeias y mas eficientes (d.i., L, um t.part.) =» picos con
menor volumen =» requieren cromatografos con menor volumen muerto

Ejemplo: 2.1 x 50 mm 1.8 um (UHPLC)

mau| LC estandar Exceso dispersion debido a
a00, CaPIlares 170 pum volumen muerto excesivo
1 Celda 13 pl,
3OO§ Conexiones inadecuadas TS
200 (para columnas de
100 2.1mm de d.i,)
0 ,
0.5 1 15 2 25 min
mAU

300; 1290 Infinity LC

250 configuracion estandar
200, capillaries 115 pm

150; Celda V(o) 1 L

100°
50

0.5 1 15 2 25 min
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-

Volumen de g
Retardo del Gradiente. N

Volumen/Tiempo de Retardo del Gradiente (“Dwell volume” or “Gradient Delay Volume)

« Volumen /tiempo que el gradiente ha de recorrer hasta llegar a la columna.

« Genera una etapa isocratica (al %inicial) en la parte inicial del
cromatograma (e incrementa el tiempo de analisis).

“We Serecomienda no sea superior al V, de lacolumna g
utilizada (como valor orientativo). 0 min
( ) Bomba con Mezclado
Dampe -
_ a Alta Presion
- = Mler
Bombas con STTIRTE Vacuum - t Inicio formacién gradiente
MeZCIadO a 3 ..-:-‘:::;.' P4l chamber . < ............................... en unlon en T
Baja Presion. === Demper (después del cabezal)
From
RN e
Inicio formacion
gradiente en valvula & — -
proporcional % oot Towaste
(antes del cabezal) | Valvula proporcional
Ao S
Mayor volumen de retardo — NO configurable Menor volumen de retardo — Confiqurab|e
Ideal para columnas: d.i.2 3-4.6mm Ideal para columnas: d.i.=2 2.1-4.6mm d.i.
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Impacto del Volumen de Retardo del Gradiente en la
Separacic’)n - 1290 Intelligent System Emulation Technology (ISET)

/ 800 Typical UHPLC system \
700 with low delay volume
600 ( s |
. ., 500 | 1100 Series Binary LC
Sin Emulacién (ISET) 200 |

Tiempo de retencion y 100- | ".' |
resolucién diferentes L . T

200 - “ - R.=180 ‘

| [
k I 15 7 25 3 35 /
/ 8004 \

‘" 1290 Con Emulacién (ISET) ] | |
ISET permite a un 1290 emular otros o :@c |

Sistemas de U/HPLC para proporcionar o007 | R.=187 |
tiempos de retencion y resolucion similares.  “%% : 1
1004 1% nfinity LC with ISET j| r | T
2001 ‘ Re=190 ‘
EL 1001 1100 Series Binary L || | T |

: vie Jul Bl o MU

k 1 15 2 25 3 35 /
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ISET: Tecnologia de Emulaciéon Inteligente

Fruto de la mayor precision del 1290 y su menor volumen de
retardo del gradiente.

mAU 4 p .
o ¢, Como trabaja un 1290 emulando un 12007?:
tedrico
350- 1200
- Mismas cond|C|ones_de gradiente pero
desplazando el gradiente y emulando el
- perfil del gradiente a clonar
Equipos Emulados ISET-3:
200- + Agilent: 1100,1120,1200,1220,1260 binarios y cuatern., 1290 cuat.
+ Waters: Alliance, Acquity UPLC, Acquity H-class.
« Shimadzu: LC-20AT, LC-20AB.
150 * Emulacion “genérica”: para “emular” cualquier instrumento
especificando su volumen de retardo.
1007 = Programa de gradiente tedrico
504 — 1290 gradiente real
Emula Pendiente Grad.
...+ Comportamiento Mezcla — 1200 gradiente real
v N T T A T T T T >

0 “..0.5 1.7 15 2 2.5 3 3.5 min
Emula Vc;i.ﬂ‘;\‘wen de Retardo
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Conclusiones / Resumen
Introduccidén Tedrica a los Parametros Basicos en U/HPLC

 No se debe trabajar a flujos excesivamente bajos = péerdida
Importante de eficacia (+incremento tiempo analisis).

« Especialmente con columnas de pequefio tamafio de particula (<2um
/<3.5 um) se podra subir el flujo sin/apenas perder eficacia (y
reduciendo tiempo de analisis).

« Elfactor de retencion (k) debera ser >1, y para una buena resolucion
deberia ser al menos de k >3-4. En isocratico, por encima de k >10 no
se mejorara resolucidon aumentando la retencidon (solo se perdera
tiempo); en este caso mejor doblar longitud de la columna, o mantenerla
reduciendo su tamafio de particula.

« Adaptar los volimenes muertos a las dimensiones de la columna
utilizada: Volumen muerto (conexiones + celda detector) £ 0.02 X Vy coiumna
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Agenda Curso U/HPLC Capitulo 1

1. Introducciony Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:

1.2.- Consideraciones Practicas y “Troubleshooting” en U/HPLC: | masterciass

» Preparacion y Seleccion de la Fase Movil.
« Acondicionamiento HPLC y Columna.

Agilent 1200 Infinity Series

Infinitely better

10:15h. = 11:30h.
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Consideraciones Operatorias en la

Preparacion/Seleccion de la Fase Movil (1)

» Emplear productos de elevada pureza* (101. eluy. 0.01% impureza => 1gr.).

Muy importante con gradientes de concentracion (especialmente en andlisis de trazas

a bajas A — (en estos casos utilizar disolventes calidad “HPLC para gradientes + “far UV").
*utlllzar material perfectamente limpio y enjuagado con los proplos disoventes.

DAD1A, Sig=2: Ref=360,100 (GRADOBO1NV--1402.0) 0 Ref=360," 100 (GRADO801\NV--0201.D)
DAD18, Slg:ZJD‘IO Ref=360,100 (GRADOBO1\NV--1402.D) B, SI O Ref=360, GRADOHUi\NVuOZOl
DAD1D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRAD0BO1\NV--1402.D)

""2%—9400mUA TS

*1340mUA N

350mUA

Gradiente con

Metanol
cal. HPLC

w
280nm 2> 1mUA
Origen: impurezas presentes en la fase movil; Deriva de linea de base producida por la
las debidas a eluyente inicial incrementan su area  distinta absorbancia de la fase movil inicial y

proporcionalmente al tiempo de equilibrado de la  final. EI CH,-CN da menor deriva que CH,OH.
columna.

Gradiente con

Acetonitrilo
cal. HPLC

T T T T T T
125 15 175 20 25 25 215
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Disolventes HPLC: Minimas Longitudes
d € On d a d € Trab aJ O -Aut;h:::-:::_. Tomara como “blanco/cero” el espectro

I Postrun del eluyente de condiciones iniciales

Solvent UV Cutoff (nm) 1UA ‘\\ \ Espectros UV/VIS
os | Acetona
Acetonitrile 190 S o gua + 100ppm Azida Sédica
Water 190 i |
Cyclohexane 195 ©
Hexane 200 "1 hHexan O\
Methanol 210 o1 = = = = =
Ethanol =10 Con metanol al trabajar a
Diethyl Ether 220 Espectros UVIVIS bajas longitudes de onda con
Dichloromethane 220 : W — Metan_ol_y gradientes de concentracion
. Acetonitrilo se obtienen derivas de linea
Chloroform 240 g de base muy apreciables; con
Carbon Tetrachloride 265 § el acetonitrilo éstas son mucho
Tetrahydrofuran 280 (210) gy Menares. "Q,'
Toluene 280 wsaomon etanol
« Al acercamos a la A del “Cut-off” (aborbancia (eluyente)= 1 U.A. ) 30 350mUA
+s aumentaran el ruido y la deriva de linea de base en
gradientes de concentracion y disminuiran la sensibilidad y = -
rango de linealidad.
* Al aumentar la diferencia de absorbancia entre los
TS disolventes mezclados por labomba, aumentard el ruido  *: . . Acetonitilo |
de mezcla obtenido. A
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Consideraciones Operatorias en la
Preparacion de la Fase Movil (2)

» Medir voliUmenes agua/organico por separado.
(los volumenes NO son aditivos)

» Microfiltrar fase movil (“a diario” en agua y en soluciones acuosas/ tampones).

» El agua ultrapura (HPLC) y las soluciones acuosas son un excelente medio de
cultivo para el crecimiento de algas y microorganismos que luego obstruiran los filtros
del cromatégrafo y de la columna.| UHPLC exige microfiltrar por 0.2um

» Proteger a las soluciones acuosas de la luz con botellas color topacio.

1s [P Las soluciones acuosas NO deben dejarse varios dias sin renovar en el interior
de las botellas, conductos, desgasificadores on-line,...

» La adicion de >30% de solvente organico al agua/tampoén evita el crecimiento de
" algas y microorganismos. Cuando no se trabaja a bajas longitudes de onda también
se puede adicionar azida sodica (p.e. 100ppm) para “estabilizar” las soluciones acuosas
cuando se trabaja a A > 260nm.

» Si no se va a emplear mas de un 70% de agua, el utilizar una mezcla con mas del
30% de solvente organico en la botella (en lugar de 100% agua) evitara tener que
renovarla muy frecuentemente.

» Con acetonitrilo es preferible utilizar fosfatos potasicos en vez de sodicos (dada
su mayor solubilidad).

» Utilizar un tampdn adecuado para el pH de trabajo (pH= pKa tampon +/-1). TS
Para un buen control del grado de ionizacidon del analito y obtener tiempos reproducibles.
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Problema Tipico con las Soluciones Acuosas

TS

Las soluciones acuosas NO deben dejarse varios dias

iiiiiProblema n® 1* en HPLC !!!!
(en usuarios sin experiencia)

Crecimiento de algas en los sistemas
de HPLC

La presencia de algas en los sistermnas de HPLC puede causar una
gran varicdad de problemas, que pueden ser diagnosticados
erroneamente como problemas del instrumento o de aplicacién. Las
algas crecen en medios acuosos, preferiblemente en un rango de pH
de 4-8. El crecimiento se acelera con tampones, por ejempio,
fosfato o acetato. Debido a que l4s algas crecen mediante |a
fotosintesis, ka luz estimudara también su crecimiento. Incluso en
agua destilada crecen algas de pequefio tamano depués de un
tiempo.

Problemas instrumentales asociados a las algas

Las algas crecen y se depositan dentro del sistetna de HPLC
causando:

¢  Depdsitos en las valviulas de bolas, de entrada o salida,
resuitando en un flyjo inestable o un failo total de la bomba.

» Taponamiento de los filtros de entrada de disoiventes {poro
peguetio) resultando en un flyjo inestable o un failo total de la
bomba.

¢ Taponamiento de los filtros para disolvente a presién alta y con
poro pequeno, sittados normalmente antes del inyector,
causando una alta presion en el sistema.

¢ Taponamiento de los filtros de columna, causando una alta
presién en el sistema

¢  Ensuciamiento de las ventanas de las celdas de flujo de los
detectores, dando lugar a 2ltos niveles de ruido (ya que el
detector es el iltimo maédulo en el paso del flujo, este problema
€5 Menos comiin).

Sintomas observados en el HP 1100 Serie HPLC

En contraste con los sistemas de HPLC Serie HP 1090 y HP 1050,
que utilizan desgasificador de helio, las algas tienen una mejor
oportunidad para crecer en sistemas como ] HP 1100, donde no se
utiliza helio para desgasificar (la mayoria de las algas necesitan
oxigeno y luz para su crecimiento).

La presencia de algas en el HP 1100 puede causar:

¢ Bloqueo de las fritas PTFE, referencia HP 01018-22707, (montaje
de la vélvula de purga) y del filtro de columna, resultando en un
aumento de presion en el sistema. Las algas aparecen como
depasitos biancos ¢ amarillentos sobre los fiitros. Las tipicas
particulas negras originadas por el desgaste de los sellos del
pistén no blogquean las fritas PTFE a corto plazo. Consulte la
seccion “Cambio de la valvula de purga o de su frita” en su
Manual de referencia.

¢ Corta duracion de los filtros de disolventes (montaje de cabeza
de botella). Un filtro de disolventes blogueado en ia botella,
especialmente cuando esta parcialmente bloqueado, es mas
dificil de identificar y puede presentarse como problemas de
rendimiento del gradiente, fluctuaciones intermitentes del flyjo,
ete.
El crecimiento de algas pueden también ser una fuente de fallos
de las vilvulas de bolas y otros componentes del paso de flujo.

Como evitar y/o reducir el problema de las algas

A Utilice siempre disolventes recien preparados y especialmente
use agua desmineralizada que se haya filtrado através de filtros
de 0.2 pm.

J  Nunca deje la fase mévil sin flujo en el instrumento durante
varios dias.

'd  Rechace siempre fases moviles “antiguas” .

d  Umlice la botella ambar de disolvente {referencia HP 93(}1-1450),
suministrada con el instrumenio, para su fase maovil acuosa.

J  Si es posible, afiada un poco (1g/) de azida sédica o un
porcentaje de disolvente organico a la fase movil acuosa.

sin renovar en el interior de las botellas, conductos, desgasificadores on-line,...
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Consideraciones Operatorias en la
Desgasificacion de la Fase Movil (3):

» La fase movil se debe desgasificar en continuo o justo antes de
SU USO (siempre que la bomba se mezcle disolventes).

» Hoy en dia se utiliza mayoritariamente desgasificacion en linea por vacio* (la
mas efectiva).
» Antiguamente se utilizaban: burbujeo de Helio, o Ultrasonidos+Vacio (3-5 min.), o
Calentamiento (recomendado en soluciones acuosas), o Vacio+Agitacion.
» Con mezclas de eluyentes, un burbujeo excesivo de helio o demasiado tiempo
de vacio o calentamiento aumentara la proporcion del componente menos volatil

(p.e. agua).

» Al renovar eluyentes NO olvidarse del volumen interior del
“desgasificador”; varia entre Iml (microdegasser), 12 y 36 m|
(HP1050) segun modelos.

» Si el desgasificador no se ha purgado bien, el “HPLC” tardara
mucho en “equilibrarse” y proporcionar tiempos de retencion
repetitivos.
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Acondicionado del HPLC y de la Columna «*

ACONDICIONADO HPLC: ANTES DE BOMBEAR POR COLUMNA (critico en UHPLC).
Purgar bien todos los canales a utilizar de la bomba (con véalvula de purga abierta) para
renovar el agua, tampones (con recientemente microfiltrados) Y los organicos. No hay
que olvidarse del V, de los desgasificadores en linea. Si la composicion de fase movil
cambia apreciablemente se debera purgar con un mayor volumen de la nueva fase.

* i No pasar seguidos eluyentes inmiscibles !

LAVADO INICIAL DE LA COLUMNA: si se va a trabajar con gradientes de concentracion,
lavar la columna con el eluyente final de la separaciéon (u otro de aun mayor poder
eluotrépico).

e Tiem po lavado: (10-20) X TO (tiempo muerto al flujo utilizado).

ACONDICIONADO (/EQUILIBRADO) COLUMNA: dejar acondicionar la columna con el
eluyente de condiciones iniciales.

« Tiempo acondicionado SIN inyector automatico: 15 X T (iempo muerto al flujo utilizado).

« Tiempo acondicionado CON inyector automaético: (3-6) x T,

— Si se trabaja con inyector automatico el tiempo de equilibrado se puede reducir a %2 ( 6 1/3) si se
mantiene constante entre inyecciones (incluyendo la 12 III)

Sy — Vg columna 4.6 mm. D.I.~  1ml/10cm col.
— V, columna 4.0 mm. D.l. ~ 0.75ml/ 10cm col.
— V, columna 2.1 mm. D.I. ~  0.2ml/ 10cm col.
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Buffer Useful UV-vis transparent
pH range above (nm)

Tabla Miscibilidad Disolventes e R

Formate 27-48 200
Acetate 38-58 200
y Ran g @) p H Tal N p ones. Citrate 38-48 200
2-(N-)morpholino-ethanesulfonic acid’ b.1-T71 230
Citrate ba-74 200
Piperazine-N,N-bis(2-ethanesulfonic acid)* b.8-7.8 215
Solvent Miscibility Eishie — ___ 62-87 | 195
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid® 6.5—-8.5 230
_ N-trihydroxymethylglycine (TRICINE| 7.1-91 230
Name CH3 CN Trihydroxymethylaminomethane (Tris) 13-93 220
Acalic Add Borate _ 8.1-101 180
CH;-CNJ_ Acstone N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic acid* 9.7-111 220
" ;°°'°"'""° B Immiscible Common buffers for CE.Abbreviations: 1MES,
e S 2PIPES, 3HEPES, 4CAPS. In green:
Carbon Tatrachioride ] Miscible zwitterionic buffers.
Chiloroform o o . . .
Craoheans El Metanol y el Acetonitrilo son inmiscibles
Srreer con los hidrocarburos (iso-octano /heptano /hexano /
Dichloromethane ciclohexano/ pentano/...).
Dimethytformamide -
e e 2-Propanol is an
Ethylacetate : 3 1
e CH3-OH excellent intermediate
Di-Ethylather Solvent
Heptane |
CH _OH Hexane
3—} Methyl Alcohol - '
Methylethyl Ketone Iso-OH
-Octane
Isopro- | _Pentane Isopro-  Isopropanol: es
ANOT > | Aeon banor > miscible con todos
p D-Fropylether
Tetrachloroethane IOS d|SOIVenteS de |a
Tetrahydrofuran ab I a
Toluene '
Trichlorcethane
Water . -
Xylene

)



Agenda Curso U/HPLC Capitulo 1

1. Introduccion y Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:

. . . masterclass
1.2.- Consideraciones Practicas en U/HPLC:

» Preparacion de la Muestra.

Agilent 1200 Infinity Series

» Consideraciones en la Inyeccion. !
Infinitely better
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Consideraciones Operatorias en la
Preparacion de la Muestra

» Emplear disolvente adecuado (solubilidad —con poco poder elutrépico).

Eluyente: MeOH/H,O (30/70)

mAU ]
250
127 250 1 Vol. iny.: 5l
200 ] 200 ]
100 ppm CAFEINA 100 ppm CAFEINA
150 disueltos en AGUA 150 ] 1.26 TS disueltos en CH3-CN
100 100 -
—_— I .
50 | k 50 ] TS
0.5 1.0 1.5 20 2.5 0.5 1.0 15 2.0 25

Especialmente importante con volimenes de inyeccion grandes

» Eliminar componentes que puedan quedar muy retenidos en la columna.
Extraccion en fase solida (part./adsor./exclusion) o Liquido/liquido. Desproteinizacion..

» Microfiltrarla (la extr. fase solida no sustituye a la microfiltracion) por £ 0.2um en UHPLC.
» Adicionar patrén interno si existe tratamiento de purificacion/ concentracion.
» Tener en cuenta el blanco de la muestra (sobre todo con trazas y a bajas A).
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Influencia del Volumen y Poder Eluotropico
del Disolvente de la Muestra

LAl C, Sig=250,4 Ref=26020 (A-PETRAMDEGASSADEGAS_03.00 LAl C, Sig=250,4 Ref=360,20 (A-PETRADEGASSADEGAS_O7.I
LAl C, Sig=250,4 Ref=3G0,20 (A-FETRAMPEGASSADEGAS_05.00 LAl C, Sig=250,4 Ref=360,20 (A-FPETRADEGASSADEGAS_02.00
= LADd C, Sig=250,4 Ref=350,30 (A-FETRADEGASS\DEGAS_09.[0
mAll i 560 =
] 5 and 50 ul Inj\ol fwaterMeOH 1:1) i 220
mUA 50ul I ' -MmUA 50”' 8,25 and 50 ul injection volume
a00 — l"l . ]
; Muestra Disuelta en Muestra Disuelta
a00 - Metanol/Agua 50/50 ] 0
_ - en 100%
150 —
1 Metanol
- 100 50M|
200 — .
I 5l 25yl
-1|:||:|_- a0 — u TS
i |
0 o
I ! ! ! I ' ! ! I ! ! ! [ ! ! ! I : : ; I : : : i : : ' I : : :
0 2 4 G min 0 z 4 6 min

Fase movil: Metanol/ Agua 80/20

El utilizar disolventes de la muestra con menor poder de elucion que la fase
¥ movil utilizada, permitira inyectar mayores volimenes de muestra sin
deformacion de la forma del pico ni pérdida apreciable de resolucion.
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Programacion Inyector para Reducir el Impacto del
Exceso de Poder Eluotropico del Disolvente de |la Muestra

El inyectar la muestra entre un pequeno “bolo/tapon” de un disolvente SIN poder de

-+ elucion, ayuda a “contener la dispersién” de la banda cromatografica al entrar en columna,
cuando la muestra esta disuelta con un disolvente con exceso de poder eluotrépico (p.e.
acetonitrilo en fase reversa).

: . : Muestra
Ejemplo para Columnas Fase Reversa: Activary Editar el
“Injector Program” en el método del inyector automatico

» Opcidén que viene por defecto en todos los inyectores Agilent:
1290/1260/1200/1120/1100/1050/1090.

Agua

* Programar p.e. para una inyeccion de 10uL de muestra

« DRAW 10ul Sample (tomara 10puL del vial de muestra que
indique la secuencia)

* NEEDLE WASH in vial 2 x 3 times (limpia aguja externamente
con un vial n° 2 con un disolvente de lavado —sin septum- y lo
repite 3 veces). En inyectores de pocillos utilizar el “Needle Wash in Flushport”

* DRAW 2.5 plvial 1 (toma 2.5 pL del vial 1 = agua)
* INJECT (inyecta)
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Ejemplo de Programacion para Derivatizacion precolumna:
Ejemplo 20 Aminoacidos con OPA'y FMOC (18 min Agilent Series 1100)

Muestra Reactivo
VWDL1 A, Wavelength=338 nm, TT (AASM0531\095-0101.D) I o
MAU 1 vywD1 A, Wavelength=338 nm, TT (AASM05311003-0201.D) ALA - Dosificador
1 VWD1A, Wavelength=338 nm, TT (AASM0531\007-0401.D) . de Muestra
] O Unidad
3507 [ de N
1 GLY Muestreo
1 DERIVATIZACION AMINOACIDOS
1 1.-Tomab5 pl tampdn Borato (vial 2)
300] 2.-Toma 1 ul reactivo OPA (vial 3) Lo
1 3.-Toma O pl agua (vial 1) - lavado exterior aguja ~> acolumna
1 4.-Toma 1 pl muestra AAS (vial X)
250] 5._Toma O pl agua (vial 1) — lavado aguja |
1 6.-Mezclar 7 pl 6 veces — Derivatiza AAS PRIMARIOS deshecho i
4+ 7.-TomaO u] agua (Via| 1) - lavado exterior aguja MODIFICACIONES: ELUYENTE B SIN TAMPON / ELUYENTE
2007 g Toma 1 pl reactivo FMOC (vial 4) _ A 75 mM AcNa
i o Mejora separacion HYS/GLY
| 9.-Mezclar 8 pl 3 veces — Derivatiza AAS LEU cambia orden: ARG/ALA
1 SECUNDARIOS ARG LYS
1501 10.-INYECTAR PRO
GLU
THR
100] ASN
ASP SER
50- j}k H'ﬂj
0
ROJO: muestra AAS libres
' T ' ' ' T ' T T ' ' ' 1 1 1 " " T " " " T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 min

También es (til para mezclar patrones durante la puesta a punto de métodos o p.e. para automatizar la
derivatizaciéon con FMOC en el analisis de Glifosato y AMPA por LC/MS
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Tipos de Filtros de Muestra

Pagina: 35

Nylon - hydrophilic nature works with aqueous and solvent based
samples, autoclavable to 121°C, pH range 3-12, no concentrated
acids ]

PTFE- a hydrophobic membrane which is highly resistant to
solvents, acids, and alkalis. This filter is generally used for non-
aqueous samples. pH range 1-14.

Cellulose Acetate- good filter for aqueous biological samples
with very low protein retention. pH range 4-8.

PVDF- highly resistant to most solvents, exhibits low protein
binding. pH 2-12.

Ultrafilter Membranes- molecular weight cut-off filters for
biological samples.

Nitrocellulose- exhibits high protein retention.

Solid Phase Extraction. NO sustituye a la microfiltracion
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Consideraciones Operatorias en la
Inyeccion

» Antes de inyectar la columna debe estar equilibrada.
Tiempo acondicionado: 15 X T, (tiempo muerto al flujo utilizado). Se puede reducir a 3-6xT, con autoinyector.

» Después de sucesivas inyecciones conviene comprobar que no se
incremente apreciablemente la presidn de trabajo. ﬁ
v

» Los viales de muestra NO se deben llenar méas de ~ %4.

» Los viales con disolvente para lavado del exterior de la aguja deben
llenarse al 100% y NO debe llevar septa.

Inyeccion Manual ¢ I

» Volumen de muestra >5 ¢ < 0.5 x Volumen “loop”.
» Introducir jeringa hasta 2° tope y no extraer hasta después inyeccion.
» Girar la valvula deprisa (en ambos sentidos).

» Dejar en posicion "Inject" hasta justo antes de inyectar la siguiente
muestra. \

Opcion: mediante la utilizacion de valvulas adicionales se puede automatizar procesos de
preconcentracion/ limpieza de muestra/ seleccion de columnas/ back flush (entre otras opciones).
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Agenda Curso U/HPLC Capitulo 1

1. Introduccion y Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:

. . . masterclass
1.2.- Consideraciones Practicas en U/HPLC:

Agilent 1200 Infinity Series

_ Charla
 Precauciones con la Columna. I:> Julian Delamata

Agilent Technologies

Infinitely better

— Procedimientos de lavado de columna.
— Influencia de los capilares de conexion.
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Agenda Curso U/HPLC Capitulo 1

1. Introduccion y Consideraciones Practicas en HPLC/UHPLC:

. . . masterclass
1.2.- Consideraciones Practicas en U/HPLC:

Agilent 1200 Infinity Series

Infinitely better

» Trabajo con Gradientes de Concentracion.
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Consideraciones Operatorias en
Gradientes de Concentracion (1)

Tener en cuenta:
» La miscibilidad de los eluyentes, tampones y muestra.
» La compatibilidad del detector con la técnica de gradientes.

» Los distintos "Backgrounds" de los eluyentes ==

> deriva linea de base.

En gradientes a bajas A mejor emplear acetonitrilo que metanol L
» El blanco del gradiente (sobre todo a bajas Ay alta sensibilidad).
S e K \
maU 1 \
! DAD1 A, Sig=210,10 Ref=360,100 (GRAD0801\NV--1402.D) \\
*=>40mUA DAD1 A, Sig=210,10 Ref=360,100 (GRADOSOLNV--0301.D) < TS
mAU ->400mUA
TS ] Metanol
7 210nm 350mUA
300
250 7
200 7
150 —
100 —
Gradiente con 50 _
A itril ] Acetonitrilo
EL 1b 1‘5 26 25 mi

280nm 2 OmUA
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Consideraciones Operatorias en

G

Tener en cuenta:

»

Pagina:

radientes de Concentracion (2)

Si se requiere una etapa de lavado de la columna al final del gradiente.

Mejor repetitividad al disminuir la alteracion de la linea de base por aparicion de "artefactos®.

Para reproducir condiciones de otros equipos tener en cuenta los flujos minimos de las

bombas y sus diferentes voliumenes muertos.
Ejemplos: Vol. muerto: 0.8 ml => a 0.5 ml/min el gradiente tardara 1.6 min en llegar al inyector.
Vol. muerto: 2 ml =>a 0.5 ml/min el gradiente tardara 4.0 min en llegar al inyector.

El tiempo de retraso habra que tenerlo en cuenta para definir correctamente el “Stop time” a la hora de
reproducir gradientes obtenidos con otros equipos.

Renovar diariamente canal acuoso o trabajar con mezclas con disolvente
organico.

Solvente orgénico (>30%) evita crecimiento bacteriano, algas...
El tiempo de equilibrado de la columna al volver a condiciones iniciales.

Tiempo de estabilizacion aprox. = 0.15 x To x (Dif. %) (se puede reducir a ¥2-1/3 con autoinyector).

Si el blanco da picos que se solapen con picos de interés, emplear siempre
los mismos tiempos de equilibrado de columna.
El area de los picos correspondientes a impurezas del eluyente inicial depende del tiempo de equilibrado.

49
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Influencia del Tiempo de Equilibrado en la
Repetibilidad del Perfil del Cromatograma

» Para obtener blancos reproducibles se deberan reproducir los tiempos de

equilibrado
DADI1 D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRADOSOI1\NVY--0301.D) ,. .
DADI D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRADOSOI\N diente a 1ml/min de Metanol
DADI1 D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRADNOSP\NV__O?AQU%)S a 100% en 20 m|n
a 3 :
- 3Blancos con el mismo Columna 125 x 4mm 5y C18

tiempo equilibrado

12 1‘4 16 1é
DAD1 D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRADO801\NV/--0301. D)

DAD1 D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRADOS01\NV--0401.D) Para efectuar un
DAD1 D, Sig=280,10 Ref=360,100 (GRADO801\NV--0501.5} blanCO Sin inyectar ni
mAU —>5mUA ,
1 mover la valvula de
4 1 Blanco con el Triple inyeccion, dejar en
del tiempo equilibrado > blanco la casilla de

(verde) n°de vial.

~1,

19 Y

2 Blancos con el mismo
tiempo equilibrado
(rojo y azul)

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ ‘ \
12 14 16 18 20 22 min

Origen: impurezas presentes en la fase movil; las debidas a eluyente inicial incrementan su area
proporcionalmente al tiempo de equilibrado de la columna (en fase reversa suelen ser los picos menos retenidos
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Consideraciones Operatorias en
Gradientes de Concentracion (3)

Tener en cuenta:
» Laalta viscosidad de las mezclas metanol/agua (maximo a 40/60)

!
!

3t b 3

r] § Perfiles de Presion con Grédiente§“=._.Concentracic’)n
{2 -- Al
[cP] % 101 4
az20°C P | f
2 T P N-Fropano
n~13 80:
10 | . Etanol K
' i de Concentracion
n-~ 0.6 MetanOI e prasgure profile, red=MeOH; green=ACHN
Acetonitrilo a 25 5 75 10 12 5min
o 20 40 60 1 80 100 ¢ % Organico [ww]

70/30 org. /agua

Este grafico es util para poder calcular relaciones aproximadas de viscosidad entre distintas composiciones de
eluyentes y poder calcular presiones equivalentes:

p.e. 100 bars con CH3-CN/H20 70/30  equivalena 100 x (1.3/0.6) = 217 bars con CH30H/H20 70/30

Pagina: 51
Cap.1

Agilent Technologies



Conclusiones / Resumen
Consideraciones Practicas en U/HPLC

 Emplear productos de calidad HPLC adecuada para minimizar los
picos que aparecen en el blanco cuando se trabaja con gradientes de
concentracion. Utilizar un disolvente adecuado a la longitud de
onda de trabajo.

* Microfiltrar “a diario” soluciones acuosas y no dejarlas durante
varios dias en el interior del HPLC sin utilizar.

« Purgar bien todos los canales cada dia antes de bombear por
columna (critico en UHPLC)

« Paradisolver la muestra mirar de utilizar disolventes que tengan
un bajo poder de eIUCién. Spring pushes capillary constantly towards receiving port

P—

« Con gradientes de concentracion utilizar tiempos de equilibrado
adecuados e iguales.

11:30h.- Café
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